热激法转化实验步骤

一．提前制备选择性培养基平板：
1.在90mm LA（添加氨苄青霉素的LB）固体培养基上加入 7μl IPTG(200mg/ml, 20%)， 40μl X-gal (20mg/ml，2%) ，用涂布器均匀涂布于培养基表面（为保证涂抹均匀，可事先在EP管中用LB将两种试剂混合稀释成100μl）, 37℃温育3-4小时，使二者被培养基充分吸收；

二．热激法转化：

2．取出 1管制备好的感受态细胞，手心融化后立刻移至冰上冰浴10min；

3．每 100μl 感受态细胞加入约 <25ng 、<5μl质粒 DNA （1μl的 25ng/μl pUC18），用移液器轻轻吸打均匀，在冰上放置30分钟；

4．热激：将离心管放置 42 ℃水浴，热激 90 秒，注意：勿摇动离心管；

5．冰镇：快速将离心管转移至冰浴，放置 1- 2 分钟；

6．复苏：每管加 800μl LB 培养基，在 37 ℃ 摇床温和摇动温育 45 分钟，使细菌复苏；

7．涂皿：取100-200μl细菌培养液均匀涂布于含有 IPTG 、 X-gal 、Amp的 LA 平板；

8．培养：倒置培养皿，于 37 ℃ 培养 12 － 19 小时，即可观察到蓝色菌落；然后再转移到4 ℃ 数小时使蓝色充分显色。 

